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A kromatográfiás folyamatokat a legtöbb esetben egyensúlyi vagy kinetikai 
modellekkel írják le. Az elválasztás során fellépő fizikai-kémiai folyamatok általában 
differenciális tömegmérleg egyenletekkel írhatók le. Az egyensúlyi modellek a 
mozgó- és az állófázis között pillanatnyi egyensúlyokat tételeznek fel, a kinetikai 
modellek sebességi állandókat alkalmaznak az anyagátadási gátlás jellemzésére. 
Giddings és Eyring mikroszkopikus nézőpontú sztochasztikus modellje, mely a 
molekulák véletlen bolyongása alapján írja le a csúcsok kialakulását, közvetlen 
betekintést nyújt a kromatográfiás folyamatokba. 
A modern HPLC állófázisokon az anyagátadás kis molekulák esetén igen 
gyors, ami összetett minták hatékony leválasztását teszi lehetővé. A töltetekben 
kialakuló anyagátadás kinetikájának meghatározása szükséges a kromatográfiás 
folyamatok részletes megismeréséhez, mivel a kinetika jelentősen befolyásolja a 
csúcsok alakját, szélességét, aszimmetriáját. 
Anyagátadásnak tekintjük a kromatográfiában a molekulák mozgását a 
mozgó- és az állófázison keresztül. A diffúzió viszonylag kis sebességű anyagátadás, 
ezért a molekulák áthaladása mindkét fázison jelentős tényezője a 
sávszélesedésnek, amely az axiális diszperzió, a szemcsék felszínén kialakuló 
anyagátadási gátlás és a pórusbeli diffúzió együttes eredménye. Ezek a jelenségek 
részben a mintamolekulák molekuláris diffúziójától függnek, valamint az adszorpció-
deszorpciójuk sebességétől. Fordított fázisú kromatográfia során fellépő fiziszorpció 






Munkán célja semleges, kismolekulatömegű komponensek és 
makromolekulák anyagátadási együtthatóinak meghatározása és összehasonlítása 
teljesen porózus és porózus kéreggel bevont tömörmagvú állófázison.: 
 
Kutatási céljaink a következő módon foglalhatók össze: 
 Mivel az anyagátadási gátlás több összetevője függ az oszlopok geometriájától, 
szükséges a munkánk során alkalmazott HPLC-oszlopok térkitöltési tényezőinek 
meghatározása. 
 A méretkizáródás retencióhoz történő hozzájárulását leíró egyensúlyi állandó, 
KSEC, fontos nagy molekulák anyagátadásának vizsgálatakor. Az egyensúlyi 
állandót a méretkizárásos kromatográfia sztochasztikus modellje alapján kívántuk 
meghatározni. 
 A molekuláris diffúzió fontos tényezője az anyagátadási folyamatoknak, ezért 
szükséges a mintakomponensek diffúziós együtthatójának megállapítása. Célunk 
volt monodiszperz polisztirol-standardok molekuláris diffúziójának meghatározása 
’peak parking’, vagyis megállított áramlásos módszerrel. 
 Célunk volt polisztirol-standardok anyagátadási együtthatóinak meghatározása és 
összehasonlítása teljesen porózus és porózus kéreggel bevont tömörmagvú 
szemcséjű állófázisban. 
 Semleges, kismolekulatömegű komponensek és makromolekula anyagátadási 
együtthatóinak meghatározását terveztük fordított fázisú 
folyadékkromatográfiában (I) az általánossági sebességi modell alapján; (II) az 
általánosan használt van Deemter-egyenletből eredő tányérmagasság-egyenlet 
alapján; (III) momentumanalízissel; (IV) és a kromatográfia sztochasztikus 
modellje alapján. 
 Célunk volt teljesen porózus szemcséjű és porózus kéreggel bevont tömörmagvú 
tölteteken kialakuló anyagátadási gátlás összehasonlítása. 
 Feladatunk volt a fent felsorolt makroszkopikus modellek összehasonlítása a 
sztochasztikus modellel. 
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3. Kísérleti körülmények 
 
A HPLC méréseket egy Agilent 1100 folyadékkromatográfon végeztük. A 
készülék egy kettős szivattyúból, automata mintaadagolóból, légkeveréses oszlop 
termosztátból, diódasoros UV-detektorból épül fel.  
Munkánk során a következő fordított fázisú oszlopokon végeztünk 
kísérleteket: 
a. teljesen porózus Waters Symmetry C18 (150 mm × 4,6 mm, dp = 5 µm, 100 Å) 
b. teljesen porózus Waters Symmetry C18 (75 mm × 4,6 mm, dp =3,5 µm, 100 Å) 
c. teljesen porózus Waters SunFire C18 (100 mm × 3,0 mm, dp =3,5 μm, 94 Å) 
d. porózus kéreggel bevont tömörmagvú Halo C18 (100 mm × 4,6 mm, dp =2,7µm, 
1,7 µm átmérőjű tömör mag, 0,5 µm porózus kéreg, pórusármérő 90 Å) 
3.1. HPLC oszlopok térkitöltési tényezőinek meghatározása: 
A térkitöltési tényezők meghatározására inverz méretkizárásos kromatográfiás 
(ISEC) módszert alkalmaztunk. A porózus oszlopok esetén 1 ml/perc, a tömörmagvú 
oszlop esetén 0,5 cm3/perc áramlási sebességű 100% tertahidrofuránt alkalmaztunk 
eluensként. Mintaként 1µl 0,5 mg/ml koncentrációjú, különböző molekulatömegű 
(MW 580 – 3250000) standard polisztirol-oldatokat injektáltunk. A méréseket 20 °C-
on végeztük és 254 nm-en detektáltuk. A méréseket oszlopok nélkül, nulla térfogatú 
szűkítő alkalmazásával is elvégeztük. 
3.2. Molekuláris diffúzió vizsgálata megállított áramlásos (’peak parking’) módszerrel: 
A méréseket a b. és a d. jelű oszlopokon végeztük el. Mintaként 1-1 µl 0,5 
mg/cm3 koncentrációjú standard polisztirol-oldatot injektáltunk (MW = 10100, 31420, 
70950). Az eluens, 100% tetrahidofurán, áramlási sebessége 1 cm3/perc volt, az 
áramlást a minták várható retenciós idejének felénél 30, 60, 120, 180, 240, 480 
percre megállítottunk, majd az inkubációs idő leteltével újraindítottunk. A méréseket 
20 °C-on végeztük el, és 254 nm-en detektáltunk. 
3.3. Semleges, kismolekulatömegű komponensek anyagátadási együtthatóinak 
meghatározása: 
Az a. jelű oszlopon végeztük el egy standard alkilbenzol keverék 
elválasztását. Különböző áramlási sebességen végeztünk a méréseket 0,1–2,5 
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cm3/perc tartományban, 20, 30 és 40 °C-on. Az eluens minden esetben 80% 
metanolt és 20% vizet tartalmazott. A standard keverék 0,4 l/cm3 toluolt, etilbenzolt, 
n-propilbenzolt, n-butilbenzolt és n-pentilbenzolt és 8∙10-4 mg/cm3 tiokarbamidot 
tartalmazott, amiből 20 l-t injektáltunk mérésenként. A komponensek detektálása 
254 nm-es hullámhosszon történt. 
Az oszlop holttérfogatának a meghatározása a tiokarbamid-csúcsok retenciós 
adatai alapján történt, mivel a tiokarbamid megkötődése elhanyagolható a C18-as 
állófázison. A rendszer oszlopon kívüli térfogatát 0,4 l/cm3 toluol oldat injektálásával 
határoztuk meg, úgy, hogy a kromatográfiás oszlop helyett egy nulla térfogatú 
szűkítőt kötöttünk a rendszerbe. 
3.4. Különböző geometriájú állófázisokon kialakuló anyagátadási gátlás 
összehasonlítása: 
A c. és d. jelű oszlopokon végeztük a méréseket 20°C-on, 0,02–1,4 cm3/perc 
áramlási sebesség tartományban. Az eluens minden esetben 21% acetonitrilt és 79% 
vizet tartalmazott, 0,1% trifluor-ecetsavval. Mérésenként 1 µl inzulin-oldatot 
injektáltunk, melyet 205 nm-en detektáltunk. 
Az oszlopok holttérfogatát az előző pontban leírtak szerint határoztuk meg. 
3.5. Alkilbenzolok anyagátadási együtthatóinak meghatározása a kromatográfia 
sztochasztikus modellje szerint: 
Az a. jelű oszlopon végeztük el egy standard alkilbenzol-keverék 
elválasztását. A méréseket 0,25, 0,50, 1,00 és 1,50 cm3/perces áramlási sebességen 
végeztük el, 10, 20, 30 és 40 °C-on. Az eluens minden esetben 80% metanolt és 





Munkánk során teljesen porózus és porózus kéreggel bevont tömörmagvú 
C18-as borítású fordított fázisú kromatográfiás töltetek összehasonlításával 
foglalkoztuk. Meghatároztuk kis- és nagymolekulatömegű modell vegyületek 
anyagátadási együtthatóit és összevetetettük az anyagátadási gátlást a különböző 
típusú tölteteken. 
 
Első lépésként inverz méretkizárásos kromatográfiával meghatároztuk a 
munkánk során vizsgált oszlopok térkitöltési tényezőit, mivel az oszloptöltetek 
geometriája szerepet játszik az kromatográfiás elemzések során fellépő 
anyagátadási gátlásban. 
 
A molekuláris diffúzió pontos megadása szintén kulcsfontosságú az 
anyagátadás vizsgálatakor, hiszen a mintamolekuláknak ez a tulajdonsága határozza 
meg a molekulák haladását szemcsepórusokban, illetve az axiális diszperzió és a 
külső anyagátadási gátlás is függ tőle. HPLC-rendszerben megállított áramlásos 
mérésekkel határoztuk meg polisztirolok molekuláris diffúzióját. Eredményeink jól 
illeszkednek az irodalomban található empirikus összefüggések alapján számolható 
értékekkel. 
 
Meghatároztuk polisztirol-standardok axiális diszperzióját (DL), a külső 
anyagátadási együtthatóját (kext), valamint a pórusbeli diffúziós együtthatójának (Dp) 
értékét a kromatográfia általános sebességi modellje szerint. A pórusokból kizáródó 
polimerek csúcsainak szélesedésében az axiális diszperzió játszik döntő szerepet 
mind a teljesen porózus, mind a tömörmagvú töltetekben. A pórusokba bejutó 
polisztirolok redukált tányérmagassága a porózus töltetben 4-6-szor nagyobb, mint a 
tömörmagvú oszlopban. A pórusokba bejutó minták esetén az axiális diszperzió 
hozzájárulása a csúcsszélesedéshez elenyésző, és a külső anyagátadási gátlásban 
nincs jelentős különbség az állófázisok között, ezért levonható az a következtetés, 
hogy pórusbeli diffúziónak jelentős a szerepe a csúcsszélesedésben.  
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Elvégeztük alkilbenzolok anyagátadási együtthatóinak meghatározását 
teljesen porózus állófázison fordított fázisú kromatográfiában. Számításainkhoz 
makroszkopikus és mikroszkopikus modelleket alkalmaztunk. 
Az általános sebességi modell alapján minden mérési körülményre 
kiszámoltuk az axiális diszperziós együtthatót. Tányérmagasság-egyenlet 
illesztésekor vagy a momentumanalízis során egy DL érték határozható meg az 
alkalmazott áramlási sebesség tartományban. Az axiális diszperzió az örvénydiffúzió 
miatt erősen függ a mozgófázis áramlási sebességétől. A 15 cm-es oszlopokon 
általánosan alkalmazott 0,5–1,0 cm3/perces áramlási sebesség tartományban kis 
különbséget tapasztaltunk különböző modellek között. 
A pórusbeli diffúziónak függetlenül a mozgófázis áramlási sebességétől 
konstans értéket kellene kapnunk. Az eredményeink ezt nem minden esetben 
támasztották alá. Az ellentmondás egyrészt az általános sebességi modell hibájából 
eredhet: (I) nem bizonyított, hogy a Wilson-Geankoplis-egyenlet pontosan írja-e le a 
külső anyagátadási gátlást, (II) a modell elhanyagolja az örvénydiffúzió hatását a 
sávszélesedésre. Másrészt megfontolandó, hogy a szemcsék belseje mégsem 
annyira határolódik el a „külvilágtól”, mint ahogy eddig gondoltuk, és a pórusok 
felszínén kialakul egy lassú áramlás, amely áramlási sebességtől függő pórusbeli 
diffúziót eredményez. Mindezek ellenére kis különbségeket tapasztaltam a különböző 
modellek alapján meghatározott pórusbeli diffúziós együtthatók értékei között. 
 
A kromatográfia sztochasztikus modellje érdekes betekintést ad a 
kromatográfiás folyamatokba. Az állófázishoz kapcsolódó tartózkodási idő és az 
anyagátadási lépések számának meghatározása az elválasztás molekuláris szintű 
vizsgálatát eredményezi. 
Méréseink során az alkilbenzolok várható tartózkodási ideje a mozgófázisban 
két megkötődés között, m = 10–180 ms-nak adódott, a várható tartózkodási idejük 
az állófázison egy megkötődés alkalmával s = 5–20 ms-nak a mintától, a 
hőmérséklettől és a mozgófázis áramlási sebességétől függően. Az anyagátadási 
lépesek száma n = 15000-25000, azaz ennyiszer kötődik meg a mintamolekula az 
állófázison és tér vissza a mozgófázisba az oszlopban történő vándorlása során. 
A fenti modellek a minta molekulák az állófázishoz kötődés időállandóján 
keresztül hasonlíthatók össze. A s = 12–25 ms-nak adódik a makroszkopikus 
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modellek szerint, amely átfedésben van a sztochasztikus modell alapján számolt s 
értékekkel. Eredményeink szerint a kromatográfia molekuláris szintű modellje jó 
alternatívája az alkalmazott makroszkopikus modelleknek. 
 
Meghatároztuk az inzulin az anyagátadási együtthatóit teljesen porózus és 
tömörmagvú szemcsés állófázison. Számításainkhoz szintén makroszkopikus és 
mikroszkopikus modelleket alkalmaztunk. 
Méréseink során megállapítottunk, hogy az inzulin és más makromolekulák 
esetében is az áramlási sebesség, illetve a nyomásváltozás erősen befolyásolja a 
retenciót. 
Az általános sebességi modellt alkalmazva meghatároztunk az axiális 
diszperziót, a külső anyagátadási együtthatót, valamint a pórusbeli diffúziós 
együttható értékét mind a teljesen porózus, mind a tömörmagvú állófázison. 
Tányérmagasság-egyenlet illesztésével és momentum-analízissel meghatározott 
anyagátadási együtthatók numerikus értékei bizonytalanok, mivel a modellek nem 
veszik figyelembe, hogy a mozgófázis áramlási sebessége erősen befolyásolja az 
inzulin retencióját. 
Mérési körülményeink között az áramlási sebesség függvényében változik a 
mintakomponens retenciós tényezője, amely a szemcse pórusaiban zajló felületi 
diffúzió és egyben az effektív diffúzió növekedését jelenti. Ezt figyelembe véve 
elfogadható, hogy az általános sebességi modell alapján áramlási sebességtől függő 
pórusbeli diffúziós értékeket kaptunk. 
Megállapítottuk, hogy a magas áramlási sebességek esetében az inzulin 
molekulák átlagos adszorpciós ideje, melyet a kromatográfia sztochasztikus modellje 
alapján számítottunk ki, a teljesen porózus állófázison (~100 ms) kisebb, mint a 
tömörmagvú állófázison (~150 ms), mert az inzulin retenciós tényezője feleakkora, a 
teljesen porózus állófázison, mint a tömörmagvún. Ugyanis az állófázisban a 
tartózkodási idő egyenesen arányos a retenciós tényezővel, ms /'k . Ha a 
retenciós tényezők megegyeznének a két oszlopon, a tömörmagvú töltetben az 
átlagos tartózkodási idő a teljesen porózus fázisban eltöltött idő 75%-a körül lenne 





1) Meghatároztam méretkizárásos kromatográfiás rendszerben polisztirolok 
anyagátadási együtthatóit teljesen porózus és tömörmagvú szemcsés 
állófázisokban: 
 
a) Kimutattam, hogy az axiális diszperzió ~80%-kal járul hozzá az állófázis 
szemcséiből kizáródó mintamolekulák sávszélesedéséhez mindkét típusú 
állófázison, míg a pórusokba bejutó polimerek tányérmagasságához a 
pórusbeli diffúzió járul hozzá ~80%-kal. 
 
b) Megállapítottam, hogy az állófázis pórusaiba bejutó polisztirolok esetében 
tömörmagvú állófázison elért redukált tányérmagasság 4–6-szor kisebb, mint 
teljesen porózus állófázison, mivel a tömörmag lerövidíti a szemcsékben a 
diffúziós utakat. 
 
2) Különböző oszlopokon meghatároztam az általános sebességi modell szerint, 
tányérmagasság egyenlet illesztésével valamint momentum analízissel 
alkilbenzolok és az inzulin anyagátadási együtthatóit: 
 
a) Mivel a mozgófázis áramlási sebessége erősen befolyásolja a fehérjék 
retencióját, az utóbbi két modell szerint meghatározott anyagátadási 
együtthatók numerikus értékei bizonytalanok. 
 
b) Alkilbenzolok esetében az általánosan alkalmazott 0,5–1,0 ml/perces áramlási 
sebesség tartományban kis különbséget tapasztaltam a különböző modellek 
alapján meghatározott az axiális diszperziós együttható értékében. 
 
c) Eredményeim alapján feltételezhető, hogy a szemcse pórusok felszínén a 
mozgófázis nagyon lassan áramlik, mivel az általános sebességi modell 
alapján áramlási sebességfüggő pórusbeli effektív diffúziót tapasztaltunk az 
alkilbenzolok esetében. 
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d) Inzulin esetében kimutattam, hogy az áramlási sebesség függvényében 
növekvő retenció sebességfüggő pórusfelületi diffúziót, illetve pórusbeli 
diffúziót eredményez. 
 
3) A kromatrogáfia sztochasztikus modelljét alkalmazva meghatároztam különböző 
állófázisokon alkilbenzolok és az inzulin várható tartózkodási idejét a 
mozgófázisban két megkötődés között illetve a várható időt, amit a molekulák egy 
megkötődés alkalmával az állófázison töltenek. 
 
a) Az alkilbenzolok állófázison eltöltött átlagos várható tartózkodási ideje s = 5-
20 ms-nak adódott, az anyagátadási lépések száma n = 15000-25000. 
 
b) Az inzulin várható tartózkodási ideje az állófázison egy megkötődés 
alkalmával teljesen porózus állófázison 100 ms körüli, tömörmagvú állófázison 
150 ms körüli érték. A különbség a két érték között arra utal, hogy kísérleti 
elrendezésünkben a tömörmagvú állófázison az inzulin retenciós tényezője 
kétszer akkora, mint a teljesen porózus állófázison. 
 
4) Bemutattam, hogy a kromatográfia sztochasztikus modellje megfelelő kiváltója 
lehet anyagátadási vizsgálatok során az általános sebességi modellnek, mivel a 
makroszkopikus modellek alapján meghatározott anyagátadási együtthatókból 
számított s értékek (12–25 ms) átfednek a sztochasztikus modell alapján számolt 
s értékekkel (5–20 ms). 
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